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始めに
癌細胞を認識し攻撃する免疫担当細胞には,細胞傷害性Tリンパ球(CTL)
だけでなく,NK細胞,NKT細胞,†8T細胞,マクロファージなどirLnate immmity
(自然免疫)によるものがある｡ CTLは癌細胞上のMHCclassI上に提示され
る癌抗原ペプチドを認識して,癌細胞を攻撃するが,最近の免疫分子生物学
の進歩により, CTLが認識するペプチドが同定されるようになった｡しかし
ヒト癌細胞においてはMHCclassIの発現低下がしばしば認められ, Cnのみ
による免疫治療には限界がある｡一方,癌転移の抑制などに重要な働きをす
るNK細胞やNKT細胞は癌細胞を認識し攻撃する事は知られていたが,その
罷識機構は長らく不明であった｡ NK細胞膜上に発現する受容体の中で
NKG2Dは細胞内にITIMモチーフが欠損している活性型受容体である｡昨年
と今年,ヒトおよびマウスのNKG2Dリガンドが同定された｡ヒ'トでは熱ショ
ックなどによって発現誘導されるMHCクラスⅠ関連分子であるMICAおよび
MICBであることが,またマウスではMHCクラスⅠ関連分子で,レチノン酸
で誘導されるRAE-1やH60であることが判明した｡これらの分子は癌細胞に
おいて恒常的に発現し, NK細胞はNKG2Dリガンドを認識し,殺細胞効果を
発揮する.一方､細胞遊走能を持つ多数のchemokineが同定され､その機能が
解析されている｡最近､ユニークな構造を持つCX3CケモカインFractalkine
は同定された｡その受容体はTリンパ球だけでなくNK細胞にも発現している
が抗腫癌免疫における役割は不明である｡
そこで､本研究では,癌細胞におけるNKG2Dリガンド遺伝子導入とFractalkine
遺伝子導入による抗腫癌免疫反応の誘導の可能性について検討する事を目的
とした｡しかしながら､ Ad.RAE-1を感染させてもその効果は上皮系悪性腫癌
に対しては限定的で多くの実験はAd.FKNを用いて行った｡
方法
アデノウイルス作製
El及びE4欠損5型アデノウイルスカセットにCMVプロモーターでドライブさ
れるようにマウスNKG 2DリガンドM-1およびマウスFractalikine遺伝子を
組み込んだ後に､ 293細胞でアデノウイルスを作製した(図1 ) (Ad.CMV.RAEll,
Ad.CMV.FEN)｡ウイルスタイクー決定後､ invitroおよびinvivo実験に供した｡
In vitro実験
C26およびB16細胞にアデノウイルスを感染させ､①RTIPCRによりFKNmRNA
の発現､ ②ウエスタンプロット法により蛋白発現を検討し､ ③FACSにて細胞膜
表面上におけるRAE-1およびFKNの発現を検討し､ ②FENにおいては単級
(TIP-1)の遊走能について機能面から評価した｡
In vivo実験
次に､ C26細胞およびB16細胞にウイルスベクターを感染させた後､マウスに
移植し､増殖速度を検討した｡更には､細胞移植後腫癌塊ができた後に､ウイ
ルスベクターを腫癌内に打ち込み腫癌増殖の変化を検討した｡更に､腫疹組織
を掃出し､浸潤細胞について検討した｡また､ウイルスベクターを感染させた
細胞をワクチンとして投与し､抗腫癌効果の発現を検討した｡また､腫癌組織
におけるTリンパ球浸潤を検討した｡
結果
Ad.RAEllの効果
Ad.RAE-1をB16やC26細胞にinvitroで感染させた後に､マウスの皮下に投与
したところ腫癌の増殖はコントロールと変わらず､ Rae-1の効果が認められない
ことが判明した(図示さず)0
Ad.FEN発現のその機能
Ad.FKNをC26およびB15細胞に感染させ､ 24時間後に､ RT-PCRでmRNAレ
ベルを､ウエスタンプロットおよびFACSで蛋白レベルのFBNの発現を検討し
たところ予想するサイズのところにバンドが確認された｡また､細胞膜上に発
現していることがFACSで確認された(図2)｡またAd.FKN感染C26細胞上清
にFKNが分泌されて機能があるかどうか確認するために培養上清をTHPll細胞
に加えその遊走誘導能について検討したところ､ dose-dependentlに遊走誘導能
の増強が確認された(図3)｡
Ad.FEN exvivo感染C26及びB16細胞の腫癌増殖抑制効果
Ex vivoでC26およびB16細胞にAd.FKN (50moi)を感染させ､ 4 8時間後に
回収し3xlO5個をマウスの皮下に移植し､増殖を観察した. C26作KNおよび
B16仔KN共にコントロールに比べて有意に増殖が抑制されていた(図4)｡
Ad.FKN腫癌内投与による腫癌増殖抑制効果
次に､皮下移植したC26およびB16腫癌に1Ⅹ109pfuのAd.FKNを腫癌内に1回
投与した｡その結果､腫癌の増殖が有意に抑制された(図5)0
C26仔KNによる腫癌ワクチン効果
InvitroでAd.FKNを感染させたC26細胞を照射後マウスの皮下に投与し､免疫
を行った｡ 1 0日後にC26細胞を皮下にチャレンジしたところ腫癌は生者する
もののその増殖スピードは有意に抑制された(図6)0
腫癌の免疫組織染色
Ad.Fmを腫癌内に投与したC26腫癌を摘出し､ CD4およびCD8抗体で染色し
たところ治療群でCD4およびCD8の細胞がそれぞれ増加していた(図7)0
結語
FKNは腫癌内にCD4およびCD8細胞の浸潤を促すことで､抗腫癌免疫反応を
誘導し､抗腫癌効果を発揮していると考えられた｡ Ad.FKNは新たな免疫遺伝子
治療法となりえることが示された｡
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図2　Fractalkineneの発現
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図4 exvivo Ad.Fm感染C26細胞およびB16細胞のin vivo増殖
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図5 C26およびB16腫癌内Ad.Fmによる腫癌増殖抑制効果
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図6 Ad.FKNによる腫癌ワクチン効果
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